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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
   Στην εργασία αυτή μελετήθηκε η μοριακή ποικιλότητα βακτηρίων στο ίζημα της 
λίμνης της Καστοριάς, που είναι γνωστή τοξικούς κυανοβακτηριακούς ανθούς. Η 
δειγματοληψία ιζήματος έγινε από τρεις σταθμούς. Απομονώθηκε DNA από το ίζημα 
και ακολούθησε ενίσχυση με ειδικούς εκκινητές για βακτήρια 16s rRNA  γονίδια των 
προκαρυωτικών οργανισμών με την τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης 
πολυμεράσης (PCR). Ακολούθησε κλωνοποίηση των γονιδίων και δημιουργία 
γονιδιακής βιβλιοθήκης. Έγινε ανάλυση των αλληλουχιών που προέκυψαν από 
αλληλούχιση των γονιδίων και σύγκριση τους με γνωστές αλληλουχίες της βάσης 
δεδομένων της GenBank μέσω του BLAST ώστε να βρεθούν συγγενείς φυλότυποι.     
Ελέγχθηκε η ύπαρξη χιμαιρικών αλληλουχιών με το πρόγραμμα CHIMERA_CHECK 
του Ribosomal Database Project, και απορρίφθηκαν. Κατασκευάστηκε φυλογενετικό 
δέντρο των 16rRNA  γονιδίων με το λογισμικό PAUP 4.0. Οι περισσότεροι 
φυλότυποι που αναγνωρίστηκαν ήταν συγγενείς φυλογενετικά με αντιπροσώπους των 
Proteobacteria και κυρίως των β-Proteobacteria.  Επίσης είχαμε και αντιπροσώπους 
από τα φύλα Acidobacteria, Chlorobi, Chloroflexi,  Bacillales, Spirochaetas, 
Gemmatimonadetes,  και Verrucomicrobia. Τέλος δεν αναγνωρίστηκαν αλληλουχίες 
που να ανήκουν στα Cyanobacteria, αν και η λίμνη της Καστοριάς είναι λίμνη με 
τοξικές ανθίσεις κυανοβακτηρίων, ενώ είχαμε το μεγαλύτερο πλήθος των φυλοτύπων 
να αποτελείται από ακαλλιέργητους μέχρι σήμερα κλώνους εξαιτίας της μεγάλης 
βιοποικιλότητας του ιζήματος. 
 
Λέξεις κλειδιά: ίζημα, λίμνη, Bacteria, Καστοριά 
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1.1 Η λίμνη της Καστοριάς  
 
   Η λίμνη είναι καρστική, τεκτονικής προέλευσης και σχηματίστηκε πριν από περίπου 
10.000.000 χρόνια. Βρίσκεται σε υψόμετρο 630 m και παρουσιάζει νεφροειδές σχήμα 
που οφείλεται στην εισχώρηση της λοφώδους χερσονήσου. Η σημερινή λίμνη αποτελεί 
κατάλοιπο μιας παλαιότερης εκτεταμένης που είχε έκταση 164 Km2 και είχε βάθος 
μεγαλύτερο από 50 m. Η σημερινή της έκταση είναι περίπου 28 Km2 και το μέγιστο 
βάθος της είναι περίπου 9 m. Οι γεωγραφικές της συντεταγμένες είναι : γεωγραφικό 




Εικόνα 1 : Αεροφωτογραφία της λίμνης της Καστοριάς (Χατζησπύρου 
Γιώργος,www.ert.gr, Απρίλιος 2006). 
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   Ο όγκος των νερών της είναι περίπου 100.000.000 κυβικά μέτρα και το ανάπτυγμα 
των ακτών της είναι 30,8 Km. 
   Κύρια πηγή τροφοδοσίας της λίμνης είναι το νερό της βροχής που είτε αποτίθεται 
απευθείας ή μεταφέρεται μέσω χειμάρρων (Σταυροπόταμου ή Ξηροπόταμου, 
Τοιχολίστη, Μεταμορφώσεως και Λάκκου) αλλά και από υπολίμνιες πηγές. Στο νότιο 
τμήμα της λίμνης μια διώρυγα (ρέμα Γκιόλι) ενώνει τη λίμνη με τον ποταμό Αλιάκμονα 
στον οποίο μεταφέρεται η περίσσεια νερού μέσω θυροφράγματος. 
   Τα νερά της λίμνης παγώνουν το χειμώνα για 2-5 εβδομάδες. Έχει αναφερθεί 
σταδιακή μείωση του βάθους της λίμνης που πιθανά οφείλεται σε επέκταση των 
καλαμιώνων και στην εισροή φερτών υλικών (χείμαρρος Σταυροποτάμου). 
   Στη λίμνη παρουσιάζεται το φαινόμενο του ευτροφισμού με κύρια αίτια την εισροή 
οργανικού υλικού από το αστικό περιβάλλον αλλά και από την εντατική γεωργία που 
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1.2 Οι μικροοργανισμοί που απαντώνται σε μια τυπική λίμνη 
 
   Σε μια τυπική λίμνη  το μικροβιακό τροφικό πλέγμα (Εικόνα 2) απαρτίζεται, κυρίως, 




Εικόνα 2: Απεικόνιση του τροφικού πλέγματος σε μια τυπική λίμνη  
(www.gsrt.gr/default.asp?V_ITEM_ID=1632, Απρίλιος 2006). 
 
   Η οργανική ύλη που εισέρχεται σε μια λίμνη παρέχει τον οργανικό άνθρακα που 
αποτελεί πηγή ενέργειας ή/και άνθρακα. Τα βακτήρια έχουν το ρόλο των 
αποικοδομητών και μετατρέπουν την οργανική ύλη σε διαλυμένο οργανικό υλικό και 
διοξείδιο του άνθρακα (CO2). Μαζί με το  CO2 της ατμόσφαιρας, το ολικό CO2 
χρησιμοποιείται από τα φύκη για την παραγωγή νέων φυκών και οξυγόνου (κατά τη 
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διάρκεια της ημέρας). Τα φυτοφάγα και πλαγκτοφάγα είδη καταναλώνουν με τη σειρά 
τους φυτά, φύκη και βακτήρια και τέλος τα σαρκοφάγα είδη θρέφονται με τα φυτοφάγα 
και πλαγκτοφάγα (Εικόνα. 3). 
 
 
                    
 
 
Εικόνα 3: Τροφική πυραμίδα, ροή ενέργειας και θρεπτικών σε μια λίμνη (http://kpe-
kastor.kas.sch.gr/limnology/limnology/parameters.htm, Απρίλιος 2006). 
 
                                                 
     Τα βακτήρια μπορεί να είναι ελεύθερα ή προσκολλημένα ή μεμονωμένα κύτταρα ή 
σχηματίζουν αποικίες ή και σε συσσωματώματα ή τέλος νηματοειδής μορφές.   
   Τα φύκη είναι κυρίως αερόβιοι οργανισμοί  και για την ανάπτυξη τους χρειάζονται 
CO2 που συνήθως είναι διαθέσιμο από χημική και μηχανική διάβρωση, από τη διάλυση 
ασβεστολιθικών πετρωμάτων, από την αναπνοή των οργανισμών και από την 
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ατμόσφαιρα, καθώς και διάφορα ιόντα (K, Na, Ca κ.α)  και ιχνοστοιχεία (Zn, Bo, Mg 
κ.α) που συνήθως είναι επαρκή. Τέλος, χρειάζονται και κάποια θρεπτικά συστατικά 
όπως άζωτο και φώσφορο που συνήθως αποτελούν περιοριστικό παράγοντα για την 
ανάπτυξή τους. 
   Στις λίμνες απαντώνται διάφορες ομάδες φυκών, όπως χλωροφύκη, διάτομα, 
δινοφύκη, απτοφύκη και χρυσοφύκη.  Σε πολλές λίμνες όπως της Καστοριάς είναι 
άφθονα τα κυανοφύκη που σήμερα συγκαταλέγονται (σύμφωνα με το βακτηριακό 
κώδικα) στα κυανοβακτήρια (Cyanobacteria). 
 
1.3 Γενικές πληροφορίες για τα κυανοβακτήρια 
 
   Τα κυανοβακτήρια είναι προκαρυωτικοί οργανισμοί και παρουσιάζουν πλαγκτικό ή 
βενθικό τρόπο ζωής. Κάποια από αυτά έχουν την ικανότητα δέσμευσης του 
ατμοσφαιρικού αζώτου (VanBaalen, 1987). 
   Τα κυανοβακτήρια από τη φύση τους δεν είναι παθογόνα. Κάποια από αυτά όμως 
παράγουν τοξικές ουσίες που είναι επικίνδυνες για τους ανθρώπους και τα ζώα. Οι 
τοξίνες αυτές ως προς τη δράση τους μπορούν να διακριθούν σε τέσσερις κατηγορίες: 
ηπατοτοξίνες, νευροτοξίνες, δερματοτοξίνες και γαστροεντερικές τοξίνες (Sivonen, 
1996). 
   Κάτω από ευνοϊκές για την ανάπτυξη των κυανοβακτηρίων συνθήκες όπως υψηλές 
θερμοκρασίες, υψηλές συγκεντρώσεις θρεπτικών κυρίως αζώτου και φωσφόρου κ.α. 
παρουσιάζεται το φαινόμενο της άνθησης (bloom), δηλαδή υψηλή συγκέντρωση 
φυτοπλαγκτικών κυττάρων ή κυανοβακτηρίων στο επιφανειακό στρώμα νερού. Κατά 
την περίοδο άνθησης του νερού παρουσιάζεται ανομοιόμορφη οριζόντια κατανομή των 
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κυανοβακτηριακών ανθήσεων που με τον κυματισμό συχνά συγκεντρώνονται στην 
ακτή και δημιουργούν μια επιφανειακή κρούστα (Vardaka, 2001). 
Τα είδη από τα οποία έχουν απομονωθεί τοξίνες ανήκουν στα γένη: Anabaena, 
Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Haphalophon, Lyngbya, Microcystis, Nodularia, 
Nostoc, Oscillatoria, Planktothrix, Shcizothrix, Umezakia (Carmichael, 1992, Sivonen 
and Jones, 1999), Anabaenopsis (Lanaras and Cook, 1994) και Aphanocapsa 
(Domingos et al, 1999).  
   Μέχρι σήμερα στην Ελλάδα δεν έχουν καταγραφεί περιστατικά τοξίνωσης από 
κυανοβακτήρια (Βαρδάκα, 2001). Ωστόσο από το 1987 άρχισαν να καταγράφονται 
τοξικά κυανοβακτήρια στις λίμνες Βεγορίτιδα, Βόλβη, Καστοριάς και Κορώνειας 
(Lanaras et al, 1989). Μελέτες του φυτοπλαγκτού στις παραπάνω λίμνες έδειξαν ότι οι 
ανθήσεις τοξικών κυανοβακτηρίων μπορούν να διαρκέσουν ακόμη και για περισσότερο 
από οχτώ μήνες (Moustaka-Gouni and Nikolaidis, 1990, Moustaka-Gouni, 1993, Tryfon 
and Moustaka-Gouni, 1997, Temponeras et al, 2000, Vardaka et al, 2000). 
   Μέχρι πρόσφατα η μελέτη των μικροοργανισμών γινόταν μέσω της ανάπτυξής τους 
σε καλλιέργειες. Σήμερα έχει γίνει βέβαιο ότι η τεχνική αυτή εκτός από χρονοβόρα 
ήταν και ανεπαρκής για την εύρεση πολλών μικροοργανισμών του περιβάλλοντος. Η 
σημαντικότερη ίσως αιτία είναι η απαίτηση ιδιαίτερων συνθηκών από κάποιους 
μικροοργανισμούς ώστε να αναπτυχθούν (Amann et al, 1995) καθώς και η μη 
καταλληλότητα συνθηκών ή η εύρεσή τους σε στατική φάση ανάπτυξης. 
   Λύση στο πρόβλημα των καλλιεργειών δόθηκε με την ανίχνευση των 
μικροοργανισμών μέσω της εύρεσης της αλληλουχίας του 16s rRNA γονιδίου τους και 
σύγκρισή τους με ήδη γνωστές αλληλουχίες. Κάποιες από τις περιοχές του μορίου 
αυτού δεν είναι συντηρητικές και μπορούν να χρησιμοποιηθούν για φυλογενετική 
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ανάλυση. Οι άλλες περιοχές που μπορούν να χρησιμοποιηθούν είναι η 5s και η 23s 
αλλά δεν δίνουν τόσο αξιόπιστα αποτελέσματα (Olsen et al, 1986).  
   Ένα από τα σημαντικότερα μειονεκτήματα της rRNA προσέγγισης που απασχόλησε 
και τη συγκεκριμένη μελέτη είναι ο σχηματισμός χιμαιρικών γονιδίων κατά την PCR. 
Το πρόβλημα αυτό αντιμετωπίζεται με την ανάλυση των αλληλουχιών σε ειδικά 
προγράμματα του υπολογιστή. Πρόβλημα μπορεί να αποτελέσει και η μη ανίχνευση 
αλληλουχιών εξαιτίας της μικρής περιεκτικότητάς τους στο δείγμα. 
   Η παρούσα εργασία έχει ως στόχο την καταγραφή των προκαρυωτικών 
μικροοργανισμών που απαντώνται στο ίζημα της λίμνης Καστοριάς με τη χρήση 
μοριακών μεθόδων. Το ίζημα θεωρείται ως δεξαμενή κυττάρων και ως εκ τούτου 
αποτελεί ένα πιθανό αρχείο παλαιότερων ανθίσεων κυανοβακτηρίων. Η παρούσα 
μελέτη σκοπεύει στην ανίχνευση αυτών των κυττάρων εφ’ όσον  αυτά  έχουν καταλήξει 
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   Η συλλογή των δειγμάτων πραγματοποιήθηκε στις 16-10-2005 σε τρεις σταθμούς στη 
λίμνη της Καστοριάς (Εικόνα 4). Την ημέρα της δειγματοληψίας ο καιρός ήταν αίθριος 
και η λίμνη δεν παρουσίαζε κυματισμό. Οι δύο σταθμοί (A, B) βρίσκονται στην 
παραλιακή ζώνη ενώ ο τρίτος (C) βρίσκεται στην πελαγική ζώνη σε βάθος 3 m. Η 
συλλογή του ιζήματος από τους σταθμούς A, B έγινε με σύριγγα σε βάθος 10 cm ενώ 
στον σταθμό C έγινε με  τη συσκευή Ekman. Παρουσιάστηκε πρόβλημα συλλογής 
δείγματος από τον τρίτο σταθμό εξαιτίας του υδαρού ιζήματος. 
   Η θερμοκρασία περιβάλλοντος κατά τη διάρκεια δειγματοληψίας ήταν 18 ο C. Η 
θερμοκρασία του ιζήματος ήταν 14.4 ο C και η μέτρησή της πραγματοποιήθηκε με 
αναλογικό θερμόμετρο.  
   Από δεδομένα που πάρθηκαν από το Δήμο Καστοριάς τη συγκεκριμένη ημερομηνία 
και  για το νότιο τμήμα της λίμνης όπου  έγινε η δειγματοληψία είχαμε:  θερμοκρασία  
στα 3 m 14.2 ο C, διαλυμένο οξυγόνο στην επιφάνεια 5.2 mg/l, ενώ σε βάθος 3 m 5.23 
mg/l. Τέλος NO3 
-
-N 0.017 mg/l, NH3-N 0.01mg/l και φώσφορος 0.22 mg/l (Δήμος 
Καστοριάς, μη δημοσιευμένα).   
  Τα δείγματα μεταφέρθηκαν με φορητό ψυγείο αμέσως μετά τη συλλογή στο 
εργαστήριο όπου έγινε μείξη των δειγμάτων και καλή ανάδευσή τους για 
ομογενοποίηση. Το δείγμα τοποθετήθηκε έπειτα στους -20 ο C. 
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Εικόνα 5 : Η περιοχή δειγματοληψίας στο σταθμό Β. 
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2.2 Απομόνωση DNA 
 
   Για την απομόνωση DNA χρησιμοποιήθηκε το  Ultra Clean Soil DNA Kit (MoBio, 
USA) σύμφωνα με τις υποδείξεις του κατασκευαστή. Το γενετικό υλικό αποτελεί μίξη 
δειγμάτων επιφανειακού ιζήματος από τους (έως 5 cm βάθος) από τη λίμνη της 
Καστοριάς και τους σταθμούς που προαναφέρθηκαν. 
   Για την απομόνωση χρησιμοποιήθηκαν 0,819 gr ιζήματος και μάρτυρας, για να 
ελέγξουμε την καθαρότητα των αντιδραστηρίων. Μετά το τέλος της απομόνωσης, το 
DNA φυλάχτηκε στους -20 °C.   
 
 
2.3 Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction, PCR) ενίσχυσης 
του γονιδίου 16s rRNA                                                                                          
 
   Το μίγμα της αντίδρασης PCR που χρησιμοποιήθηκε είχε την παρακάτω αναλογία 
αντιδραστηρίων: 5 μl Buffer 10X, 5 μl DNTPs (2mM), 0.5 μl εκκινητής Bac8F 5΄- 3΄ 
(100 pmolar), 0.5 μl εκκινητής Bac1492r 5΄- 3΄(100 pmolar), 3 μl MgCl2 (25mM), 34.8 
ml νερό PCR, 0.2 μl Taq πολυμεράση και 1 μl δείγμα DNA. Οι συνθήκες της PCR 
αναφέρονται στον Πίνακα 1. 
   Οι PCR πραγματοποιήθηκαν με το εξής ζεύγος εκκινητών: Bac8F (5΄-
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C /9:00  
40 Κύκλοι 94οC /0:45 Αποδιάταξη 
 52.5
ο
C /0:45 Ισχυροποίηση 
 72
ο
C /2:00 Επιμήκυνση 
Τελική επιμήκυνση 72οC /7:00  
Post PCR 10
ο
C /60:00  
 
 
   Στη συνέχεια ακολούθησε βελτιστοποίηση των κύκλων. Οι κύκλοι μειώθηκαν 
σταδιακά από 40 έως 10 ώστε να αποφευχθούν οι χίμαιρες και να μειωθεί τυχόν μη 
ειδική ενίσχυση του γονιδίου. Τελικά επελέγη για τα παρακάτω βήματα το προϊόν PCR 
που πήραμε από τους 12 και 14 κύκλους. 
   Η ηλεκτροφόρηση έγινε σε πήκτωμα αγαρόζης 1,2% σε διάλυμα TAE 1X σε 
συνθήκες 80V, 45 min. Η χρώση πραγματοποιήθηκε μετά την ηλεκτοφόρηση σε 
βρωμιούχο αιθίδιο (EtBr). 
  Ακολούθησε καθαρισμός προϊοντων PCR. Ο καθαρισμός του DNA 
πραγματοποιήθηκε με το kit Montage PCR (Millipore, USA), σύμφωνα με τις οδηγίες 
του κατασκευαστή. Χρησιμοποιήθηκαν 400 μl από το δείγμα που πήραμε από τους 12 
και 14 κύκλους. Πραγματοποιήθηκε μίξη του προϊόντων PCR έτσι ώστε να έχουμε πιο 
συμπυκνωμένο προϊόν PCR. Ακολούθησε φυγοκέντριση στους 4 °C στα 1000g για 15 
λεπτά. Ακολουθώντας αυστηρά τις οδηγίες του κατασκευαστή πήραμε καθαρό προϊόν 
PCR, απαλλαγμένο από πρόσθετα στοιχεία, ώστε να μπορέσει να πραγματοποιηθεί 
επιτυχώς  η κλωνοποίηση. 
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  Τα πλασμίδια που χρησιμοποιήθηκαν για την κλωνοποίηση του 16S rRNA διαθέτουν 
τυφλά άκρα θυμίνης. Προκειμένου λοιπόν να αυξηθεί η απόδοση της κλωνοποίησης 
πραγματοποιήθηκε προσθήκη μονόκλωνων άκρων αδενίνης στα άκρα των 16s 
γονιδίων. Η διαδικασία είναι η εξής: κατασκευή μίγματος με 0,8 μl PCR water, 0,4 μl 
MgCl2 (25mM), 1 μl dATP (2Mm), 0,6 μl PCR buffer 10x, 0,2 μl Taq πολυμεράση και 
7 μl από το καθαρισμένο προϊόν PCR προς κλωνοποίηση. Το μίγμα τοποθετήθηκε για 
10 λεπτά σε υδατόλουτρο ή σε θερμοκυκλοποιητή στους 72ο C.  
   Για την κλωνοποίηση των γονιδίων που προέκυψαν από την PCR χρησιμοποιήθηκε 
το kit TOPO XL (Invitrogen, USA). Για την πραγματοποίηση της κλωνοποίησης 
τηρήθηκαν αυστηρά οι οδηγίες του κατασκευαστή. 
   Χρησιμοποιήθηκαν 4 μl από το A-tailing στα οποία έγινε προσθήκη 1 μl πλασμιδίου. 
Ακολούθησε επώαση του μίγματος σε θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά. Είναι 
σημαντικό η διάρκεια της επώασης να μην είναι ούτε λιγότερο από 5 λεπτά γιατί κατά 
το διάστημα αυτό πραγματοποιείται η ενσωμάτωση του γονιδίου στα πλασμίδια, ούτε 
όμως να υπερβεί τα 5 λεπτά γιατί μειώνεται η απόδοση της ενσωμάτωσης.  
   Πραγματοποιήθηκε προσθήκη 3 μl stop solution και το αφήνουμε για 1 λεπτό σε 
θερμοκρασία δωματίου. Ακολούθησε ο μετασχηματισμός των βακτηρίων, όπου  
χρησιμοποιήθηκαν χημικώς δεκτικά κύτταρα του είδους Escherichia coli. Για την 
πραγματοποίηση του μετασχηματισμού τοποθετούμε όλο το παραπάνω μίγμα (8 μl) σε 
σωληνάκι κυττάρων Escherichia coli και το τοποθετούμε στον πάγο για μισή ώρα. Σε 
αυτό το στάδιο τα πλασμίδια μπαίνουν στα κύτταρα Escherichia coli. Μετά ακολουθεί 
θερμικό σόκ για 30 δευτερόλεπτά στους 42 οC και στη συνέχεια μεταφορά πάλι στον 
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πάγο για ακόμη 2 λεπτά. Προσθέτουμε 250 μl S.O.C medium (θρεπτικό χωρίς άγαρ) 
και τοποθετούμε το eppendorf  οριζόντια στους 37 οC για μία ώρα. 
   Η επίστρωση έγινε σε τρυβλία με θρεπτικό μέσο Luria-Bertani (40gr/lt) και 
καναμυκίνη (50 μgr/ml) ώστε να αναπτυχθούν μόνο τα μετασχηματισμένα κύτταρα. 
Αυτό συμβαίνει εξαιτίας του γεγονότος ότι τα πλασμίδια περιέχουν ειδικό γονίδιο που 
προσδίδει ανθεκτικότητα στην καναμυκίνη. Επίσης στα τρυβλία θα αναπτυχθούν μόνο 
τα κύτταρα που έχουν ανασυνδιασμένα πλασμίδια και αυτό γιατί στην περιοχή του 
πολυσύνδεσμου βρίσκεται το θνησιγόνο γονίδιο ccdB (Bernard et al, 1994) το οποίο δεν 
λειτουργεί όταν ενσωματώνεται το γονίδιο εξαιτίας αλλαγής στο πλαίσιο ανάγνωσης. Η 
μόνη περίπτωση να αντέξει πλασμίδιο στην καναμυκίνη στο οποίο δεν έχει γίνει 
εισαγωγή, είναι να έχει υποστεί μεταλλαξιγένεση που θα το κάνει ανθεκτικό στην 
καναμυκίνη. Η πιθανότητα να συμβεί αυτό με τη χρήση του συγκεκριμένου Kit είναι 3 




2.5 Επεξεργασία αποικιών μετά την κλωνοποίηση 
 
   Από τα τρυβλία ανάπτυξης των μετασχηματισμένων κυττάρων E. coli 
πραγματοποιούμε μεταφορά των κλώνων σε άλλα ειδικά αριθμημένα τρυβλία όπου 
τους αφήνουμε να ξανά αναπτυχθούν και πάλι στους 37 οC για 18 ώρες. 
   Από τα αριθμημένα τρυβλία παίρνουμε δείγματα από τους κλώνους  και τα 
τοποθετούμε σε σωλήνες PCR που περιέχουν το παρακάτω μίγμα : 5 μl Buffer 10X, 5 
μl DNTPs (2mM), 0.5 μl εκκινητής 5΄- 3΄ (100 pmolar), 0.5 μl εκκινητής 3΄- 5΄(100 
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pmolar), 3 μl MgCl2 (25mM), 34.8 ml νερό PCR, 0.2 μl Taq πολυμεράση και1 μl 
κλώνου. 
   Οι PCR πραγματοποιήθηκαν με το ζεύγος εκκινητών Μ13f (5΄-
GTAAAACGACGCCCAG-3΄) – Μ13r (5΄-CAGGAAACAGCTATGAC-3΄) οι οποίοι 
είναι ειδικοί μόνο για το συγκεκριμένο πλασμίδιο. Οι συνθήκες της PCR φαίνονται 
στον Πίνακα. 2. 
 




C /10:00  
40 Κύκλοι 94οC /1:00 Αποδιάταξη 
 50
ο
C /1:00 Ισχυροποίηση 
 72
ο
C /2:00 Επιμήκυνση 
Τελική επιμήκυνση 72οC /10:00  
Post PCR 4
ο
C /∞  
 
 
   Η ηλεκτροφόρηση έγινε σε πήκτωμα αγαρόζης 1,2% σε διάλυμα TAE 1X σε 
συνθήκες 80V, 45 min. Η χρώση πραγματοποιήθηκε μετά την ηλεκτοφόρηση σε EtBr. 
   Στη συνέχεια ακολούθησαν υγρές καλλιέργειες. Έγινε παρασκευή του θρεπτικού 
μέσου Luria-Bertani, με συγκέντρωση 25 g/l. Ακολούθησε αποστείρωση του θρεπτικού 
υλικού σε αυτόκαυστο και στη συνέχεια μετά από παραμονή του σε θερμοκρασία 
περιβάλλοντος προστέθηκε καναμυκίνη σε τελική συγκέντρωση 50 μg/ml. Έπειτα 
διαμοιράστηκε ανά 8-10 ml σε αποστειρωμένα γυάλινα σωληνάκια των 20 ml. Έγινε 
εμβολιασμός με τις αποικίες και τα σωληνάκια επωάστηκαν στους 37 οC για 20 περίπου 
ώρες σε αναδευτήρα (περίπου 200 rpm). 
   Για την απομόνωση του πλασμιδίου χρησιμοποιήθηκε το Plasmid DNA Purification, 
Nucleospin Plasmid QuickPure Kit (MACHEREY-NAGEL, Germany).     
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 01:24:14 EET - 137.108.70.7
 15 
   Ακολουθήθηκαν πιστά οι οδηγίες του κατασκευαστή. Από την παραπάνω διαδικασία 
προέκυψαν καθαρά πλασμίδια που φυλάχτηκαν στους -20 οC. 
   Για να γίνει επιλογή των πλασμιδίων στα οποία πραγματοποιήθηκε αλληλούχιση 
ακολουθήθηκε η εξής διαδικασία: μετά την απομόνωση πλασμιδίου πραγματοποιήθηκε 
PCR με δείγμα από το πλασμίδιο ώστε να διαπιστωθεί ότι η κλωνοποίηση και ο 
καθαρισμός ήταν επιτυχείς. Για την PCR χρησιμοποιήθηκε το παρακάτω μίγμα: 5 μl 
Buffer 10X, 5 μl DNTPs (2mM), 0.5 μl εκκινητής 5΄- 3΄ (100 pmolar), 0.5 μl εκκινητής 
3΄- 5΄(100 pmolar), 3 μl MgCl2 (25mM), 34.8 ml νερό PCR, 0.2 μl Taq πολυμεράση και 
δείγμα πλασμιδίου. Οι PCR πραγματοποιήθηκαν με τον τρόπο που περιγράφηκε στον 
πίνακα ΙΙ με το ίδιο ζεύγος εκκινητών (8F-1492R). Έπειτα ακολούθησε ηλεκτροφόρηση 
κάτω από τις συνθήκες που έχουν προαναφερθεί. 
  Τέλος ακολούθησε πέψη με περιοριστικά ένζυμα. Με τη διαδικασία αυτή το DNA του 
οργανισμού κόβεται σε πολλά κομμάτια με τη δράση των περιοριστικών 
ενδονουκλεασών. Τα ένζυμα αυτά υπάρχουν στα βακτήρια και ο φυσικός τους ρόλος 
είναι η προστασία των βακτηρίων από την είσοδο ξένου DNA σε αυτά. Αναλυτικότερα 
οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες αναγνωρίζουν μία συγκεκριμένη αλληλουχία 
(συγκεκριμένη για κάθε ένζυμο) 4-8 βάσεων στο DNA  και το κόβουν δημιουργώντας 
είτε κολλώδη είτε τυφλά άκρα.  
   Για να γίνει επιτυχής επιλογή πλασμιδίων ώστε να αποφευχθεί η αλληλούχιση σε ίδια 
πλασμίδια έγινε πέψη  των 16s που προέκυψαν από τις PCR στους κλώνους με το 
περιοριστικό ένζυμο AluI.  Σε 10 μl PCR προϊόντος και του κατάλληλου ρυθμιστικού 
διαλύματος σε αναλογία 1:2 προστέθηκε κατάλληλος όγκος ενζύμου, ώστε η τελική 
ποσότητα του ενζύμου να είναι 3u. Ακολούθησε επώαση για 18h στους 37 οC  και 
έπειτα το ένζυμο απενεργοποιήθηκε με επώαση για 20 λεπτά στους 65 οC. Τέλος 
πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης 1,6 % σε 1Χ TAE σε 
συνθήκες 80V, 60min και για τη χρώση χρησιμοποιήθηκε EtBr. 
   Στη συνέχεια ακολούθησε πέψη με περιοριστικό ένζυμο το Hinf. Η διαδικασία που 
ακολουθήθηκε ήταν ίδια με αυτή που πραγματοποιήθηκε με το AluI. 
   Πραγματοποιήθηκαν υγρές καλλιέργειες και σε άλλα πλασμίδια στα οποία δεν 
πραγματοποιήθηκε πέψη με περιοριστικά ένζυμα και πήγαν απευθείας για αλληλούχιση 
γιατί τα πρώτα πλασμίδια που στάλθηκαν για αλληλούχιση ήταν όλα διαφορετικά 
μεταξύ τους και έτσι δεν κρίθηκε σκόπιμο. 
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2. 6 Αλληλούχιση 
 
   Η αλληλούχιση των γονιδίων έγινε με ηλεκτροφόρηση τριχοειδούς αγγείου σε 
συσκευή αλληλούχισης τριχοειδούς αγγείου ABI 3700 (Applied Biosystems Inc., USA) 
στην εταιρεία Macrogen (Seoul, Korea). Για την αλληλούχιση χρησιμοποιήθηκαν 
εκκινητές (M13R και M13F) του πλασμιδίου που βρίσκονται εκατέρωθεν της θέσης 
εισαγωγής του γονιδίου στο πλασμίδιο. Για κάθε γονίδιο πήραμε δύο αλληλουχίες οι 
οποίες είχαν επικάλυψη 50-100 βάσεις κι έτσι έγινε η συνένωση των δύο τμημάτων 
καθ’ ενός γονιδίου. 
 
 
2.7 Φυλογενετική ανάλυση 
 
   Οι αλληλουχίες που πήραμε για κάθε γονίδιο συγκρίθηκαν με όλες τις γνωστές 
αλληλουχίες της GENBANK με τη βοήθεια του προγράμματος BLAST ώστε να 
βρεθούν οι κοντινότεροι συγγενείς με βάση την πρωτογενή δομή των γονιδίων και οι 
κοντινότεροι γνωστοί συγγενείς. Έγινε έλεγχος για τυχόν ύπαρξη χιμαιρικών 
αλληλουχιών με τη χρήση της CHIMERA_ CHECK του Ribosomal Database Project 
και αππορίφθηκαν. Έπειτα οι αλληλουχίες ευθυγραμμίστηκαν με τους ήδη γνωστούς 
συγγενείς με το λογισμικό ClustalW, ακολούθησε επεξεργασία με τη μέθοδο 
αποστάσεων Neighbour-Joining και διόρθωση με τη μέθοδο Jukes Cantor και στη 
συνέχεια τοποθέτηση των αλληλουχιών σε φυλογενετικό δέντρο. Οι κόμβοι του 
δέντρου ελέγχθηκαν με το πρόγραμμα PAUP 4.0 ώστε να προκύψει η βέλτιστη μορφή 
του δέντρου. 
   Η μέθοδος Neighbour-Joining είναι μια μέθοδος αποστάσεων. Με τη μέθοδο αυτή οι 
αποστάσεις εκφράζονται ως το ποσοστό των περιοχών που διαφέρουν ανάμεσα σε δυο 
αλληλουχίες σε μια πολλαπλή ευθυγράμμιση. Αποτελεί μια αλγοριθμική μέθοδο που 
γίνεται χρήση υπολογισμών που περιλαμβάνουν τον χειρισμό μιας μήτρας αποστάσεων 
που προκύπτει από τις πολλαπλές ευθυγραμμίσεις. Όταν ξεκινάει μια ευθυγράμμιση 
υπολογίζεται για κάθε ζεύγος αλληλουχιών η απόσταση ή το ποσοστό των διαφορών 
που καταγράφονται τα στοιχεία στη μήτρα των αποστάσεων (Hall, 2001). 
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  Το πρόγραμμα PAUP 4.0 που προαναφέρθηκε έχει τη δυνατότητα να δώσει στοιχεία 
που σχετίζονται με την στατιστική εγκυρότητα της τοπολογίας του δέντρου. Αυτό 
πραγματοποιείται με τη μέθοδο bootstrap. Με τη μέθοδο αυτή επιλέγονται κάθε φορά 
κάποιες αλληλουχίες από το δέντρο και κατασκευάζονται δέντρα έχοντας ως βάση 
αυτές τις αλληλουχίες. Η διαδικασία αυτή επαναλαμβάνεται πολλές φορές (100-1000) 
και τα αποτελέσματα συγκεντρώνονται ώστε να έχουμε στατιστική εγκυρότητα της 
κάθε ομαδοποίησης (Hall, 2001). Στην συγκεκριμένη εργασία η διαδικασία του 
bootstrap επαναλήφθηκε 1000 φορές για κάθε δέντρο. 
   Το φυλογενετικό δέντρο που κατασκευάστηκε έχει τη μορφή φυλογράματος. Σε ένα 
φυλόγραμα όλοι οι απόγονοι ενός κοινού προγόνου απεικονίζονται με ένα κόμβο 
ανήκουν στον ίδιο κλάδο ή στην ίδια μονοφυλετική ομάδα. Από το φυλόγραμα 
παίρνουμε πληροφορίες και για την σειρά των κλάδων και για τις γενετικές αποστάσεις 
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   Τα αποτελέσματα από τις PCR που ακολουθούν μείωση των κύκλων παρατίθενται 
στις Εικόνες. 6, 7. 
 
              
 
 
Εικόνα 6: Βελτιστοποίηση κύκλων από 37 σε 20 κύκλους. Επάνω παρουσιάζεται η 
πορεία μείωσης των κύκλων 37, 35, 33, 31, 29, 27, 25, 23, 20. Ως P PCR ονομάζονται 
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Εικόνα 7 : Βελτιστοποίηση κύκλων από 18 σε 10 κύκλους. Επάνω παρουσιάζεται η 
πορεία μείωσης των κύκλων 18, 16, 14, 12, 10. Ως P PCR ονομάζονται τα προϊόντα 
PCR. Lader είναι ο μάρτυρας που χρησιμοποιήθηκε.  + : Είναι το προιόν PCR της E. 
Coli στους 18 και 37 κύκλους και - : το αρνητικό δείγμα.                                                                               
 
 
   Πραγματοποιήθηκε πέψη των προϊόντων της PCR που είχαν τις καλύτερες ζώνες με 
το περιοριστικό ένζυμο AluI (Εικόνα. 8). Το προιόν της πέψης του ενζύμου ελέγχθηκε 
με ηλεκτροφόρηση.  
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Εικόνα 8: Αποτελέσματα από πέψη των προϊόντων  της PCR (μετά την κλωνοποίηση) 
με το ένζυμο AluI. Αριθμημένα είναι τα προιόντα PCR και Lader ο μάρτυρας που 
χρησιμοποιήθηκε. 
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   Ακολουθεί πέψη με το περιοριστικό ένζυμο Hinf  (Εικόνα. 9) σε πλασμίδια που 





Εικόνα 9: Αποτελέσματα από πέψη του προϊόντος της PCR (μετά την κλωνοποίηση) με 




    Παρατηρούμε ότι με τα δυο ένζυμα που χρησιμοποιήθηκαν (AluI, Hinf) σε όλα τα 
δείγματα είχαμε διαφορετικά πρότυπα. Άρα αναμένεται μεγάλη βιοποικιλότητα 
βακτηρίων που απαντώνται στο ίζημα. Όλα τα δείγματα στάλθηκαν για αλληλούχιση 
αφού παρουσίαζαν διαφορετικά πρότυπα. 
      Με τη βοήθεια της πέψης με περιοριστικά ένζυμα πήραμε μια ποιοτική εικόνα της 
παρουσίας των διαφόρων βακτηρίων και μάλιστα διαπιστώσαμε πλήρη διαφορά μεταξύ 
των φυλοτύπων, αφού κάθε ένας εμφανίστηκε μια και μοναδική φορά. Για να έχουμε 
ασφαλή συμπεράσματα βασιζόμενοι σε αυτή τη μέθοδο θα πρέπει η πέψη να 
πραγματοποιηθεί σε ένα μεγαλύτερο αριθμό πλασμιδίων ώστε να εξασφαλιστεί 
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στατιστική εγκυρότητα. Στην παρούσα έρευνα μελετήθηκαν αρκετοί κλώνοι και το 
κύριο ενδιαφέρον εστιάστηκε στην ποιοτική μελέτη των δειγμάτων.    
   Η στατιστική εγκυρότητα δεν εξαρτάται μόνο από των αριθμό των κλώνων αλλά 
υπάρχουν και άλλοι παράγοντες που μπορούν να την επηρεάσουν, χρησιμοποιώντας 
βιβλιοθήκες 16s rRNA γονιδίων. Μπορεί για παράδειγμα να έχουμε επιλεκτικότητα της 
PCR για ενίσχυση κάποιων γονιδίων ή εξαιτίας της διαφορετικής ικανότητας 
απομόνωσης κάποιων συγκεκριμένων μορίων DNA. (Ravenschlag et al, 1999) 
   Συγκεντρωτικά σε όλα τα δείγματα  απαντήθηκαν  οι παρακάτω ταξινομικές ομάδες. 
 
Πίνακας 3: Απεικόνιση των ταξινομικών ομάδων που παρατηρήθηκαν. 
 




















Κas5B - Κλώνος: LS4-147 
(<96%)[AB234243] 
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Kas 18B - Κλώνος SZB49 (93%) 
[AM176893] 
Μαγκρόβιο ίζημα - 
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Kas 27B - α.Κλώνος LS4-227 
(97%) [AB234247] 
Ρυπασμένο ίζημα - 
Kas 30B - Κλώνος cSLKS 1 
(96%) [AM086102] 






Kas 62mB - β- proteobacterium 









Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 01:24:14 EET - 137.108.70.7
 25 






Kas 105B - Κλώνος 188up (98%) 
[AY212640] 
Περιττώματα αλόγου Aquomonas fontana 
(96%) [AB120965] 




Σε αναερόβια κοκκώδη 
λάσπη υποβαθμισμένη 
σε άλας του 
τερφθαλικού οξέως 
- 
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Messilia timonae (90%) 
[AY512824] 
Kas 145B - Κλώνος VHS-B5-10 
(89%) [DQ395029] 
Ίζημα στο λιμάνι 
Victoria, Αφρική 
- 
Kas 146B - Κλώνος ML-9-70.2 
(94%) [DQ520192] 
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Kas 148B - Κλώνος LS4-226 (91%) 
[AB234282] 
Ρυπασμένο ίζημα Spirochaeta africana 
(92%) [X93928] 
Kas 149B - Κλώνος C17.11WL 
(98%) [AF432618] 
Ριζόσφαιρα του πεύκου 
Pinus contorta σε 
έδαφος του δάσους 
Columbia,  Αγγλία  
- 
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Kas 152B - Κλώνος 210ds10 (97%) 
[AY212657] 
Περιττώματα αλόγου - 
Kas 156B - Κλώνος ML-9-70.2 
(94%) [DQ520192] 
Ρηχή υπερτροφική 
λίμνη στην Κίνα 
Methylocaldum gracile 
(93%) [U89298] 
Kas 160mB Firmicutes 
(Bacillales) 
Bacillales bacterium 
Gsoil 1105 (95%) 
[AB245375] 
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Kas 162B - Κλώνος 
TLM10/TLMdgge01 
(94%) [AF534434] 
Αρκτική λίμνη με 
εποχικές διαφορές στις 
πηγές οργανικού υλικού 
Συμβιώτης του Tuber 
borchii  (92%) 
[AF070444] 
Kas 164B - Κλώνος 655095 (98%) 
[DQ404755] 
Ρυπασμένα ιζήματα - 
Kas 165 - Κλώνος 26 (92%) 











Άγνωστης προέλευσης Phenylobacterium 
falsum (97%) 
[AJ717391] 
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Kas 172B - Kλώνος S1-4-CL1 
(98%) [AY725260] 
Άγνωστης προέλευσης  - 





Άγνωστης προέλευσης  - 





Kas 176B - Κλώνος SZB30 (96%) 
[AM176840] 
Μαγκρόβια ιζήματα Συμβιωτής του Codakia 
orbicularis (91%) 
[X84979]  
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Kas 202B - Κλώνος SZB7 (89%) 
[AM176841] 






   Από τις αλληλουχίες που προέκυψαν και με την διαδικασία που αναφέρεται στη 
μεθοδολογία κατασκευάστηκε το δέντρο των φυλοτύπων (Εικόνα 10). 
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Εικόνα 10: Το δέντρο φυλοτύπων για το δείγμα ιζήματος. Η γραμμή στο τέλος της 
εικόνας αποδεικνύει ότι στο συγκεκριμένο μήκος κλαδιού αντιστοιχούν 0,10 αλλαγές 
ανά νουκλεοτίδιο. 
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   Στην παρούσα εργασία διερευνήθηκε η βακτηριακή ποικιλότητα σε δείγμα ιζήματος 
από τη λίμνη της Καστοριάς. Όπως έχει ήδη αναφερθεί βρέθηκαν συγγενείς φυλότυποι 
αρκετών διαφορετικών ομάδων. Όπως φαίνεται και στον πίνακα ΙΙΙ βρέθηκαν πολλοί 
αντιπρόσωποι από κλάσεις των Proteobacteria αλλά και αντιπρόσωποι των φύλων 
Acidobacteria, Chlorobi, Chloroflexi,  Firmicutes (Bacillales), Spirochaetes, 
Gemmatimonadetes,  και Verrucomicrobia. Θεωρούμε ότι ένας φυλότυπος ανήκει στο 
ίδιο είδος με κάποιον άλλο όταν το ποσοστό της ομοιότητας των αλληλουχιών ξεπερνά 
το 97% και στο ίδιο γένος όταν το ποσοστό ξεπερνά το 90%. (Stackenbrandt and 
Goebel, 1994). 
   Ο φυλότυπος Kas 2B ανήκει στο φύλο Acidobacteria. Ο κλώνος Kas 6B έχει 
υψηλότερο ποσοστό ομοιότητας με κλώνο που ανήκει στα Chlorobi και έχει εντοπιστεί 
στη λιμνοθάλασσα Shibayama στην Ιαπωνία (Sakurai et al, 2006). Ο φυλότυπος Kas 
11mB ανήκει στο γένος Sterolibacterium και έχει ως κοντινότερο γνωστό 
μικροοργανισμό το Sterolibacterium denitrificans που ανήκει στο φύλο των β-
Proteobacteria. Το γένος αυτό περιλαμβάνει μεσόφιλα και χημει-οργανοετερότροφα 
είδη (Tarlera and Denner, 2003). Ο Kas 19B έχει ομοιότητα με αλληλουχία βακτηρίου 
που ανήκει στο φύλο Chloroflexi. 
  Ο φυλότυπος με το υψηλότερο ποσοστό ομοιότητας είναι ο Kas 62mB που σχεδόν 
ταυτίζεται με κλώνο που ανήκει στα β-Proteobacteria που έχει εντοπιστεί σε 
ολιγοτροφικά μικροβιακά κύτταρα (Sakurai et al, 2006) και έχει υψηλό ποσοστό 
ομοιότητας με το Aquicola tertiaricarbonis (για το οποίο δεν έχει γίνει δημοσίευση). 
   Ο Kas 137 B ανήκει στην κλάση των β-Proteobacteria και η όμοια του αλληλουχία 
έχει εντοπιστεί στη λιμνοθάλασσα Shibayama στην Ιαπωνία (Sakurai  et al, 2006). 
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   Ο Kas 139 B έχει χαμηλό ποσοστό ομοιότητας με κλώνο που ανήκει στα 
Fibrobacteres αλλά έχει μεγαλύτερο ποσοστό ομοιότητας με το Geobacter pelophilus  
και έτσι ανήκει στην κλάση β-Proteobacteria. 
   Ο φυλότυπος Kas 142B ανήκει επίσης στην κλάση των β-Proteobacteria. Το 
πλησιέστερα συγγενικό του γνωστό είδος είναι το Messilia timonae που μέχρι σήμερα 
είχε αποκλειστικά απομονωθεί από άνθρωπο (αίμα, εγκεφαλονωτιαίο υγρό και 
κόκκαλα) (Lindquist et al, 2003) . Η αλληλουχία Kas 146B και η Kas 156B ανήκουν 
στο γένος Methylocaldum και στην κλάση γ- Proteobacteria και ως κοντινότερο γνωστό 
μικροοργανισμό έχουν το Methylocaldum gracile.που έχει ως ευνοϊκές συνθήκες 
ανάπτυξης πολύ υψηλές θερμοκρασίες (40 ο C και έχει εντοπιστεί σε αγροτικό έδαφος 
και σε παραπόταμο με πολύ υψηλή θερμοκρασία (Bodrossy et al, 1997). 
    Ο φυλότυπος Kas 148B ανήκει στο γένος Spirochaeta και στο φύλο Spirochaetes 
αφού έχει ομοιότητα με το Spirochaeta africana. Το γένος αυτό περιλαμβάνει πολλά 
είδη που έχουν απαντηθεί σε θαλάσσια λάσπη. Πολλά από αυτά είναι ανερόβια, 
ελεύθερα διαβιούντα ή παράσιτα (Zhilina et al, 1996). 
   Ο φυλότυπος Kas 105B ανήκει στο γένος Aquamonas και στην κλάση β-
Proteobacteria αφού έχει υψηλή ομοιότητα με το Aquamonas fontana (Για το είδος 
αυτό δεν έχει μέχρι σήμερα πραγματοποιηθεί απομόνωση).   Ο Kas 150B ανήκει στο 
φύλο Verrucomicrobia και η κοντινότερη σε αυτόν αλληλουχία έχει εντοπιστεί στο 
έδαφος, αν και οι περισσότεροι αντιπρόσωποι έχουν εντοπιστεί σε υδάτινα 
οικοσυστήματα (Alain et al, 2002), όπως και ο Kas 151B που όμως η κοντινότερη σε 
αυτόν αλληλουχία έχει εντοπιστεί σε ανοξικό θαλάσσιο ίζημα. 
   Ο Kas 160mB ανήκει στο γένος Bacillus και στο φύλο Bacillales και η κοντινότερη 
συγγενής του αλληλουχία έχει εντοπιστεί σε χώμα αγρού με πιπερόριζες. Το γένος αυτό 
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είναι ένα μέλος της διαίρεσης Firmicutes. Περιλαμβάνει υποχρεωτικά ή μη αερόβια 
είδη, ευρύτατα διαδεδομένα στη φύση. Είναι είδη ελεύθερα διαβιούντα και συχνά 
παθογόνα. 
   Βρέθηκε ένας φυλότυπος (Kas 170B) που ανήκει στην κλάση των α-Proteobacteria 
και έχει ως πλησιέστερο γνωστό βακτήριο του γένους Phenylobacterium, το 
Phenylobacterium falsum που παρουσιάζει ως ιδανικές συνθήκες ανάπτυξης 
θερμοκρασία 35 ο C και Ph 8 (Tiago et al, 2005). Τέλος ο φυλότυπος Kas 174B ανήκει 
στο φύλο Gemmatimonadetes και συγκεκριμένα στο γένος Gemmatimonas αφού έχει 
αρκετά υψηλό ποσοστό συγγένειας με το Gemmatimonas aurantiaca. Πρόκειται για 
μεσόφιλους μικροοργανισμούς που αναπτύσσονται κάτω από αερόβιες συνθήκες 
(Zhang et al, 2003). 
   Ο μεγαλύτερος αριθμός από τις αλληλουχίες που προσδιορίστηκαν ανήκουν στο φύλο 
των Proteobacteria και ειδικά στην κλάση β-Proteobacteria. Αποτελεί ίσως τη 
μεγαλύτερη ομάδα βακτηρίων. Διαιρείται σε πέντε κλάσεις (α,β,γ,δ,ε). Οι β,γ είναι 
κυρίως θειοβακτήρια που ανέχονται υψηλές συγκεντρώσεις υδροθείου. Ακόμα και σε 
αυτά όμως οι πολύ υψηλές συγκεντρώσεις είναι τοξικές. Οι κλάσεις δ, ε  δεν 
φωτοσυνθέτουν αλλά είναι χημειοργανότροφα. Τέλος όπως είναι γνωστό τα β-
Proteobacteria απαντώνται γενικά σε υψηλά ποσοστά όταν παρατηρούνται μεγάλες 
ποσότητες άνθρακα ενώ παράλληλα τα α-Proteobacteria είναι περισσότερο ευαίσθητα 
στο όζον (Mezzanotte et al, 2004) 
   Η συλλογή του ιζήματος επιλέχθηκε να πραγματοποιηθεί το μήνα Οκτώβριο, όπου η 
θερμοκρασία διατηρείται ακόμα σε υψηλά επίπεδα. Οι συνθήκες θρεπτικών στη λίμνη 
ευνοούν το φαινόμενο του ευτροφισμού και αναμέναμε την παρουσία κυανοβακτηρίων 
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στο ίζημα, αφού όπως είναι γνωστό ο ευτροφισμός ευνοεί την παρουσία 
κυανοβακτηρίων. 
  Τα τελευταία χρόνια έχει γίνει σαφές ότι οι λίμνες περιέχουν σχεδόν μόνιμους 
βακτηριακούς "κατοίκους". Συγκεκριμένες ομάδες βακτηρίων απαντώνται σε πολλές 
λίμνες και ποτάμια σε όλο τον κόσμο ενώ παράλληλα παρατηρούνται σπάνια σε 
θαλάσσια και χερσαία συστήματα. Πολύ συχνά επίσης κάποια από αυτά τα βακτήρια 
κυριαρχούν στο σύστημα. Στις μέρες μας πολλά από αυτά τα βακτήρια έχουν 
αντισταθεί στην εργαστηριακή καλλιέργεια τους ενώ αποτελεί μια βασική μέθοδο 
χαρακτηρισμού τους. Για το λόγο αυτό μελετώνται οι ιδανικές συνθήκες για κάθε είδος.  
  Τα βακτηριακά φύλα που εντοπίστηκαν στην παρούσα εργασία σχετίζονται με 
βακτήρια που έχουν κατά κύριο λόγο εντοπιστεί και σε άλλα λιμναία συστήματα ή στο 
έδαφος που αποτελεί μακροχρόνια αποθήκη οργανικού υλικού. 
  Από τον πίνακα 3 παρατηρείται ότι οι κλώνοι με γνωστή συγγενική αλληλουχία 
γνωστών βακτηρίων είναι περιορισμένοι. Παρατηρείται λοιπόν μια αξιοπρόσεκτη 
βιοποικιλότητα και  συγγένεια με ακαλλιέργητους κλώνους. 
   Με μια πρώτη εικόνα μπορεί εύκολα κανείς να καταλάβει ότι δεν υπάρχουν 
παρόμοιοι κλώνοι σε ποσοστό μεγαλύτερο του 97%. Όπως προαναφέρθηκε τα δείγματα 
συλλέχθηκαν από ίζημα ρηχής λίμνης και το έδαφος ευνοεί την ποικιλότητα αν 
υπολογίσει κανείς ότι σε 1 gr χώματος μπορούν να εντοπιστούν χιλιάδες είδη 
βακτηρίων ειδικά σε συνθήκες ευτροφισμού όπου ο μικροβιακός βρόχος είναι ισχυρός 
και παρατηρούνται πολλά προτόζωα και βακτήρια με ιδιαίτερες βιολογικές διεργασίες.   
   Η μεγάλη ποικιλότητα λοιπόν μπορεί να εξηγήσει το μεγάλο αριθμό των άγνωστων 
μέχρι σήμερα βακτηρίων. 
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   Η πιο σημαντική παρατήρηση που προκύπτει από την ολοκλήρωση του πειράματος 
είναι ότι δεν ανιχνεύθηκε κανένα είδος κυανοβακτηρίου στο ίζημα ενώ βρισκόμαστε σε 
μια λίμνη με υδάτινη στήλη πλούσια σε κυανοβακτήρια. Αναμενόταν κάποια από αυτά 
να καθιζάνουν στο ίζημα και να εντοπιστούν σε μεγάλο μάλιστα ποσοστό αφού το 
ίζημα αποτελεί μακροχρόνια αποθήκη οργανικού υλικού. Οι λόγοι για τους οποίους δεν 
ανιχνεύθηκαν δεν μπορούν να διευκρινιστούν απόλυτα αλλά πιθανά τα κυανοβακτήρια 
βρίσκονται σε τόσο μικρό ποσοστό που δεν επέτρεψε να ανιχνευθούν ή δεν καθιζάνουν 
στο ίζημα όπως αναμέναμε αλλά "ξεπλένονται" με κάποιο τρόπο από τη λίμνη (για 
παράδειγμα μέσω του θυροφράγματος) . 
  Σε εργασία του Δρ M. Heldal (http://www.nioo.knaw.nl, Σεπτέμβριος 2006) στο 
Πανεπιστήμιο της Νορβηγίας μελετήθηκε η αιτία κατάρρευσης πληθυσμού 
κυανοβακτηρίων σε 97 λίμνες στην Ισπανία, στο Βέλγιο, στην Ολλανδία και στη Δανία. 
Με στατιστική ανάλυση που βασιζόταν στην μεταβολή περιβαλλοντικών παραμέτρων 
παρατηρήθηκε ισχυρή επίδραση στην κοινότητα των βακτηρίων από το φυτοπλαγκτόν 
που υπάρχει σε μια λίμνη, παράγοντας που μπορεί να επηρέασε και τον πληθυσμό των 
κυανοβακτηρίων στο ίζημα της Καστοριάς. 
  Μια ακόμα πολύ σημαντική παρατήρηση του προαναφερθέντος πειράματος μπορεί να 
αποτελεί εξήγηση την απουσίας κυανοβακτηρίων. Πρόκειται για την παρουσία ιών που 
ενδέχεται να προκάλεσαν την κατάρρευση του πληθυσμού των κυανοβακτηρίων στο 
ίζημα. Οι ιοί αυτοί είναι γνωστοί ως κυανοφάγοι και μπορούν να δρουν σε κάθε 
περίοδο του έτους. Το αιφνίδιο φαινόμενο της εξαφάνισης κυανοβακτηρίων έχει 
καταγραφεί σε πολλές κυρίως ρηχές λίμνες.  
  Κύρια μαρτυρία για την κατάρρευση των κυανοβακτηρίων από τον ιό αυτό αποτέλεσε 
η παρατήρηση στο ηλεκτρονικό μικροσκόπιο λεπτών τμημάτων των κυττάρων των 
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κυανοβακτηρίων που δείχνει ότι προέρχεται από ιό. Ένας ακόμα τρόπος επιβεβαίωσης 
της κατάρρευσης μπορεί να είναι η οπτική παρατήρηση όπου παρατηρείται εξαφάνιση 
των χρωστικών στα κυανοβακτήρια ενώ οι χρωστικές των φυκών που περιέχουν 
χλωροφύλλη παραμένουν ορατές (http://www.nioo.knaw.nl,  Σεπτέμβριος 2006). 
   Με την εργασία αυτή μελετήσαμε ένα μέρος της βακτηριακής ποικιλότητας σε ίζημα 
λίμνης πλούσιας σε κυανοβακτήρια. Δεν είχαμε μοριακά αποτυπώματα 
κυανοβακτηρίων που αναμέναμε και αυτό θα μπορούσε να αποτελέσει αντικείμενο πιο 
επισταμένης έρευνας, ώστε να εξηγηθεί η απουσία τους, πιθανά και σε περισσότερα 
δείγματα καθώς και η εξέταση πιθανής παρουσίας κυανοφάγων που μπορεί να 
προκάλεσαν την απουσία τους. Θα μπορούσε επίσης να εξεταστεί ένας μεγαλύτερος 
αριθμός κλώνων ώστε να έχουμε μια καλή στατιστική επεξεργασία των 
αποτελεσμάτων. 
   Πολύ σημαντική ίσως θα μπορούσε να είναι η μελέτη δειγμάτων και με άλλες 
τεχνικές της rRNA προσέγγισης. Θα μπορούσαν επίσης να χρησιμοποιηθούν ιχνηθέτες 
για τους φυλότυπους που ανιχνεύθηκαν καθώς και για όσους περιμέναμε αλλά δεν 
ανιχνεύθηκαν. Τέλος θα ήταν πολύ ενδιαφέρουσα η χρήση primers για τυχόν παρουσία 
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  In this paper, the molecular diversity of bacteria in the sediment of the Cyanobacteria-
rich Lake of Kastoria, was studied. Sediment was collected from three stations. DNA 
was isolated from the sediment, followed by cycle-optimised PCR amplification of the 
16s rRNA genes with specific bacterial primers. A clone library with was constructed 
after cloning the purified PCR products. Genes were sequenced using capillary 
electrophoresis and the relative phylotypes were compared with ones of the database of 
Genbank with the use of BLAST. The existence of chimeric sequences was checked 
with the program CHIMERA_CHECK of the Ribosomal Database Project, and these 
sequences were rejected. The construction of the phylogenetic tree of the 16s rRNA 
genes was made with software PAUP 4.0. Most of the phylotypes were relatives with 
uncultured representatives of Proteobacteria and mostly of β-Proteobacteria. Also there 
were representatives of the phyla Acidobacteria, Chlorobi, Chloroflexi, Firmicutes 
(Bacillales), Spirochaetes, Gemmatimonadetes, and Verrucomicrobia. Finally, no 
cyanobacterial sequences were identified, although the Lake of Kastoria is one of the 
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